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Fettleibigkeit ist häufig assoziiert mit einer Fehlfunktion von Beta-Zellen und Adipozyten. 
Die molekularen Wechselwirkungen zwischen dem Fettgewebe und den Beta-Zellen sind bis 
heute noch nicht vollständig geklärt. Insbesondere die Rolle der Adipozytokine wird derzeit 
kontrovers diskutiert. Adipozytokine aus dem Fettgewebe und frei zirkulierende Fettsäuren 
sind möglicherweise an der Entstehung einer Insulinresistenz und nachfolgend eines Diabetes 
mellitus beteiligt. 
Ziel der Arbeit war es zu untersuchen, ob und in wie weit die Adipozytokine Leptin, 
Adiponektin, Nampt und Vaspin, sowie die freie Fettsäure Palmitinsäure, Einfluss auf das 
Überleben von Beta-Zellen haben. Nach Stimulation der Beta.Zellen mit den vorgenannten 
Adipozytokinen wurden apoptotische Zellantworten analysiert und prä-apoptotische 
Signalwege untersucht. Eine weitere Fragestellung war, ob die Adipozytokine eine Zytokin- 
und/oder Palmitinsäure- induzierte Apoptose rückgängig machen können oder deren Wirkung 
eventuell verstärken. 
Die Experimente zeigten, dass die getesteten Adipozytokine keinen Einfluss auf das 
Überleben der Beta-Zelllinie INS-1E hatten. Auch konnte keines der Adipozytokine der 
Zytokin- und Palmitinsäure- induzierten Apoptose entgegenwirken oder sie verstärken. Im 
Einklang mit diesen Ergebnissen wurde keine Aktivierung von prä-apoptotischen 
Signalwegen durch die Adipozytokine gefunden. Im Gegensatz dazu reduzierten die Zytokine 
Interferon-γ, Interleukin-1β und TNFα sowie Palmitinsäure signifikant die INS-1E Beta-
Zellviabilität und erhöhten den Anteil apoptotischer, sowie toter Zellen stark, was auf eine 
funktionsfähige Apoptose- bzw. Zelltod-Signalkaskade schließen lässt. Adipozytokine haben 
keinen Einfluss auf die INS-1E Beta-Zellviabilität oder Apoptose. Es wurde aber gezeigt, dass 
Nampt und sein Enzymprodukt NMN die Glukose abhängige Insulinsekretion von humanen 
Beta-Zellen verstärken. Somit ergibt sich ein Ansatz für neue therapeutische Strategien für die 
Verbesserung der Beta-Zellfunktion nach pathophysiologischen Gesichtspunkten.
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I.  Abkürzungen 
 
BMI   Body Mass Index 
ER   Endoplasmatisches Retikulum 
ERK   Extracellular-signal Regulated Kinase 
FFA   Freie Fettsäuren 
GLP-1   Glucagon-like-peptide-1  
GSIS   Glukose stimulierende Insulinsekretion  
IL-1β   Interleukin-1β 
IFN-γ   Interferon-γ 
NAD   Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid  
NAMPT  Nicotinamidphosphoribosyltransferase 
NF-κB   nuclear factor -κB 
NMN   Nicotinamide-Mononukleotid 
Ob-R   Leptin Rezeptor 
OLETF  Otsuka Long- Evans Tokushima fatty 
PCR   Polymerase Kettenreaktion 
PI   Propidiumiodid 
PI3K   Phosphoinositid-3-Kinasen 
T1DM   Typ 1 Diabetes mellitus 
T2DM   Typ 2 Diabetes mellitus 
TNFα   Tumor necrosis factor α 
Vaspin   visceral adipose tissue–derived serine protease inhibitor 




1. Einführung  
1.1  Adipositas und Typ 2 Diabetes Mellitus 
Im Jahr 2000 waren weltweit 150 Millionen Menschen an Typ 2 Diabetes mellitus (T2DM) 
erkrankt. Schätzungen zu Folge wird sich diese Zahl im Jahr 2025 verdoppeln [1]. 
Adipositas und die Entstehung von T2DM sind eng miteinander verbunden. Verschiedene 
Mechanismen, die zur Entstehung des Diabetes führen könnten, wurden bisher diskutiert: eine 
Erhöhung der Serumspiegel nicht-veresterter Fettsäuren, entzündungsfördernde Zytokine, 
Adipokine und mitochondriale Dysfunktion bei Insulinresistenz und Glukotoxizität. 
Typ 1 Diabetes mellitus (T1DM) resultiert aus einer Zell-vermittelten Zerstörung der 
pankreatischen Beta-Zellen, welche von Makrophagen und T-Zellen induziert wird [2]. In 
diesem Prozess spielen auch Zytokine wie Interleukin-1β (IL-1β), Interferon-γ (IFN-γ) und 
Tumor necrosis factor α (TNFα) eine entscheidende Rolle [3].  
Ein Ausfall der Beta-Zellfunktion und eine Verringerung der Beta-Zellmasse, welches 
hauptsächlich durch Apoptose verursacht wird, sind zwei der Faktoren, die der komplexen 
Ätiologie des T2DM zugrunde liegen. Normalerweise reagiert der Körper auf eine zu hohe 
Glukosezufuhr und eine Adipositas- assoziierte Insulinresistenz mit einer Hypersekretion von 
Insulin, um eine Normoglykämie zu erreichen. Bei Patienten, wo eine Normoglykämie nicht 
mehr erreicht werden kann, kommt es zum T2DM [4]. Desweiteren ist T2DM oft mit einem 
Anstieg der zirkulierenden Zytokine, freien Fettsäuren (FFA) und der chronischen 
Hyperglykämie verbunden [2].  
Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) liegt eine Adipositas ab einem Body-Mass-
Index (BMI) von 30 kg/m2 vor, wobei drei Schweregrade unterschieden werden können [5]. 
Adipositas führt zu einer Fehlfunktion des Fettgewebes, wobei es durch Freisetzung 
entzündungsfördernder Zytokine und einer verstärkten Sekretion von freien Fettsäuren zu 
einem pankreatischen Beta-Zellschaden kommt. Eine der großen Fragen der letzten Jahre war, 
wie eine Insulinresistenz entsteht, wenn man an Adipositas erkrankt [6]. Ein Durchbruch 
wurde durch die Erkenntnis erreicht, dass das Fettgewebe als endokrines System arbeitet. 
Adipozyten des Fettgewebes sind in der Lage, aktive Proteine (Adipozytokine) zu 
produzieren, welche aktiv Effekte in peripheren Geweben wie Muskel oder Leber zeigen [7].  
Zu diesen Adipozytokinen zählen unter anderen Leptin, Adiponektin, Nampt und Vaspin.  
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1.2 Adipozytokine und freie Fettsäuren  
Wie bereits erwähnt, spielen Adipozytokine eine entscheidende Rolle in der Pathogenese des 
Diabetes mellitus. Diese Adipozytokine werden hauptsächlich vom Fettgewebe sezerniert, 
welches als endokrines Organ aktiv ist [7,8]. Adipozytokine sind in der Lage Appetit, 
Insulinsensitivität und -sekretion, den Energiehaushalt und Entzündungsprozesse zu 
beeinflussen und zu steuern [8,9]. Störungen bei der Sekretion von Adipozytokinen und eine 
Hypertrophie des Fettgewebes zählen zu primären pathologischen Veränderungen bei 
Adipositas. Dies führt zu einer anhaltenden Entzündungsreaktion [8] und folgend zu einer 
gesteigerten Insulinresistenz in Leber, Muskel und anderen Organen [10]. Weiterhin steigt 
dadurch das Risiko einer Hyperlipoproteinämie und einer Arteriosklerose, was ebenfalls die 
Entstehung eines T2DM begünstigt [8]. 
1.2.1. Leptin 
Leptin wurde als erstes Adipozytokin bereits 1994 entdeckt [11]. Dadurch wurde der Weg für 
weitere Untersuchungen der adipo-insulären Achse geebnet. Das von den weißen Adipozyten 
sezernierte Leptin ist in der Lage, das Körpergewicht und die Glukosehomöostase zu 
regulieren [12]. Es konnte nachgewiesen werden, dass pankreatische Beta-Zellen einen 
spezifischen Leptin Rezeptor exprimieren und  Leptin somit direkt an Beta-Zellen wirkt [13]. 
Weiterhin wurde gezeigt, dass Leptin ein potenter Inhibitor der Insulinsekretion, sowohl in-
vitro als auch in-vivo ist und zusätzlich einen reduzierenden Effekt auf die Prä-Proinsulin 
Genexpression hat [14]. In Bezug auf die apoptotischen Eigenschaften von Leptin wurden in 
der Vergangenheit sehr heterogene Ergebnisse publiziert. Mädler et. al konnten zeigen, dass 
Leptin Apoptose in humanen Beta-Zellen und INS 832/13 Zellen durch Aktivierung der c-Jun 
N-terminal Kinase (JNK) induziert und eine Verringerung der Glukose stimulierten 
Insulinsekretion (GSIS) bewirkt [15]. Eine andere Publikation zeigte, dass Leptin allein nicht 
in der Lage ist, Caspase-3 zu aktivieren oder eine DNA-Fragmentierung zu bewirken, jedoch 
eine Zytokin- und Palmitinsäure- induzierte Apoptose und DNA-Fragmentierung verringert 
[16]. Auch in einer aktuelleren Studie von Chetboun et. al. konnten keine Effekte von Leptin 
auf die Induktion einer Apoptose nachgewiesen werden, allerdings verminderte Leptin die 
GSIS [17]. 
1.2.2. Adiponektin 
Adiponektin, neben Leptin eines der bereits besser untersuchten Adipozytokine, wurde 1995 
entdeckt [18]. Es existieren 2 verschiedene Rezeptoren, AdipoR1 und AdipoR2, welche beide 
sowohl von Beta-Zelllinien, als auch von primären pankreatischen Beta-Zellen exprimiert 
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werden [19]. Im Gegensatz zu Untersuchungen von Leptin oder FFA wurde festgestellt, dass 
Adiponektin antidiabetische Effekte hat. So sind die Adiponektin-Serumkonzentrationen bei 
Patienten mit Adipositas [20,21], Insulinresistenz oder T2DM erniedrigt [22]. Adiponektin 
verbessert außerdem die Insulinsensitivität in Muskel und Leber durch Steigerung der Beta-
Oxidation der FFA [23]. Zusätzlich wurde eine erhöhte Insulinsekretion bei pankreatischen 
Inselzellen der Maus bei hohen Glukosekonzentrationen gezeigt [24]. Die c-terminale 
globuläre Form von Adiponektin, gAcrp30, reduzierte den apoptotischen Effekt von 
Zytokinen und Palmitinsäure und schützte vor einer durch Zytokin und Palmitinsäure 
reduzierten Insulinsekretion der pankreatischen Beta-Zelllinie INS 1 [16]. Auf der anderen 
Seite konnte Chetboun et al. zeigen, dass Adiponektin die Proliferation von klonalen Beta-
Zellen steigern konnte, ohne einen Effekt auf die Apoptose in diesen Zellen zu haben [17]. 
Ferner zeigten Staiger et al., dass Adiponektin in humanen Beta-Zellen nicht in der Lage war, 
vor FFA induzierter Apoptose zu schützen und außerdem keinen Effekt auf die 
Insulinsekretion hatte [25]. 
1.2.3. Nampt 
Nicotinamidphosphoribosyltransferase (Nampt) ist eines der kürzlich entdeckten 
Adipozytokine, welches ebenfalls von viszeralem Fettgewebe sezerniert wird. Nampt kommt 
sowohl extra- als auch intrazellulär vor und beeinflusst möglicherweise sowohl in der 
intrazellulären, als auch in der extrazellulären Form die Funktion von Beta-Zellen. Nampt 
katalysiert die Reaktion von Nikotinamid zu Nukleotid-Mononukleotid (NMN), einen Schritt 
in der Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD) Biosynthese aus Nikotinamid [26]. Somit ist 
Nampt ein Regulator von intrazellulären NAD-Spiegeln und beeinflusst so die Aktivität von 
NAD- verbrauchenden Enzymen wie Sirtuinen [27]. Nampt, ebenfalls bezeichnet als PBEF1 
oder Visfatin, ist in der Lage, die Insulinsekretion von Beta-Zellen zu erhöhen [28]. Sehr 
kontroverse Daten gibt es zu möglichen Insulin mimetischen Effekten von Nampt auf Beta-
Zellen [29,30]. Fukuhura et al. zeigten 2005, dass extrazelluläres Nampt wie Insulin wirkt, 
indem es am Insulin Rezeptor bindet. Diese Paper wurde 2007 zurückgezogen [31]. Andere 
Studien zeigten jedoch mögliche indirekte Beweise für mögliche Insulin mimetische Effekte 
von Nampt [30,32]. Auf der anderen Seite zeigten Revollo et al. dass Nampt zwar keine 
Insulin mimetischen Effekte hat, jedoch eine erhöhte Nampt vermittelte NMN Biosynthese 
ein große Rolle in der Regulation der GSIS in pankreatischen Beta-Zellen spielt [28]. 
Extrazelluläres Nampt steigerte die Proliferation von MIN6 Beta-Zellen und schützte vor 
Palmitinsäure induzierter Apoptose durch Beeinflussung von ERK1/2 und PI3K/Akt 
vermittelten apoptotischen Wegen [33]. Nampt zeigte eine Zytokin ähnliche Wirkung, 
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möglicherweise ebenfalls eine anti-apoptotische Wirkung [34]. Bisher wurde jedoch kein 
Zelloberflächenrezeptor für Nampt identifiziert, sodass eine zytokinartige Wirkung über das 
Nampt-Enzymprodukt NMN diskutiert wird [35]. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten 
zeigen, dass Nampt neben dem Adipozyten auch von Hepatozyten [36], Makrophagen des 
Fettgewebes [37] und von Granulozyten [38] sezerniert wird. Interessanterweise wurde 
festgestellt, dass erhöhte Serumkonzentrationen von Nampt bei Patienten mit T2DM und bei 
Patienten mit Metabolischem Syndrom auftraten [39-41]. Bei adipösen Kindern zeigten sich 
höhere Nampt Spiegel, als bei gleichaltrigen nicht adipösen Kindern [42,43].  
1.2.4. Vaspin 
Vaspin (visceral adipose tissue–derived serin protease inhibitor, auch genannt SerpinA12), ein 
Mitglied der Serinprotease-Inhibitor-Familie, wurde 2005 als Adipozytokin entdeckt, welches 
in viszeralen Fettgewebe von Otsuka Long- Evans Tokushima fatty (OLETF) Ratten 
sezerniert wird [44]. Am Höchsten wurde Vaspin in 30 Wochen alten Ratten exprimiert, das 
Alter, wenn Fettleibigkeit, Körpergewicht und Insulin Spiegel ihren maximalen Punkt in 
OLETF Ratten erreicht hatten. Die Gewebsexprimierung und Serumlevel von Vaspin 
reduzierten sich in der 50. Woche, der Zeitpunkt, als sich der Diabetes der Ratten 
verschlechterte und es zu einer Gewichtsreduktion kam. Außerdem wurde gezeigt, dass 
Vaspin in fettleibigen Mäusen die Glukosetoleranz und die Insulinsensitivität erhöhte [44]. 
Erhöhte Vaspin-Serum- Konzentrationen sind verbunden mit Adipositas und einer gestörten 
Insulinsensitivität [45,46]. Es zeigte sich, dass Serum-Vaspinkonzentrationen bei Frauen 
deutlich höher sind als bei Männern [45,47]. Keine Unterschiede der Serum-
Vaspinkonzentration wurden zwischen Individuen mit normaler Glukosetoleranz und 
Individuen mit T2DM gefunden [45]. Koerner et al. zeigten, dass es geschlechterabhängige 
Unterschiede von zirkulierendem Vaspin bei Kindern gibt. Außerdem stiegen die 
Serumspiegel von Vaspin während der Pubertät von Mädchen stark an, bei Jungen zum 
Zeitpunkt der Pubertät war keine Änderung bemerkbar. Zusätzlich fanden sich höhere Vaspin 
Serumspiegel bei adipösen Mädchen im Gegensatz zur Kontrollgruppe [48]. Eine Expression 
von Vaspin wurde unter anderem in menschlichem Fettgewebe [49], im Magen [50], Pankreas 
und in der Leber [48] nachgewiesen. Für Vaspin konnte bisher kein Zelloberflächen-Rezeptor 
identifiziert werden. Daher ist nicht bekannt, auf welche Art und Weise die Wirkung dieses 




1.2.5. Freie Fettsäuren 
Neben den Adipozytokinen spielen auch erhöhte Spiegel von zirkulierenden freien Fettsäuren 
(FFA) eine Rolle bei der Entstehung des T2DM [51]. So ist bekannt, dass ein zu hoher Anteil 
von gesättigten Fettsäuren wie Palmitinsäure an der Ernährung ein Risikofaktor für die 
Entstehung eines T2DM ist [52]. So induziert Palmitinsäure eine Beta-Zell Apoptose [53-55], 
während die einfach ungesättigte Ölsäure weniger toxisch ist [55,56] und gleichzeitig 
protektiv gegen Palmitinsäure- induzierte Apoptose wirkt [56]. Palmitinsäure aktiviert 
Caspase-3 als wichtigen Schritt in der Apoptosesignalkaskade [57] und induziert eine 
Erhöhung des Stresse am Endoplasmatischen Retikulum (ER), wodurch es zu einer Beta-
Zellapoptose kommt [58].   
1.3 Apoptotische Signalwege 
Beta-Zellapoptose ist ein sehr komplexer und stark regulierter Prozess, der abhängig ist von 
der Expression einer großen Anzahl von pro- und antiapoptotischen Genen [59]. Abhängig 
vom Zelltyp kann z.B. der nuclear factor-κB (NF-κB) anti- oder proapoptotisch wirken [60]. 
Eine Hemmung der durch Zytokine aktivierten NF-κB Aktivierung, schützt pankreatische 
Beta-Zellen in vitro [61] und in vivo [62] gegen Apoptose, was zeigt, dass NF-κB in Beta-
Zellen pro-apoptotisch wirkt. 
Aus diesem Grund wurden in der Dissertation die verschiedenen Wirkungen der 
Adipozytokine auf einige pro-apoptotische Signalwege untersucht. Hierzu gehören NF-κB, 
das Tumorsupressorgen p53 und Caspase-3, welche von Zytokinen aktiviert werden [3,53,63-
65] und möglicherweise auch durch Adipozytokine und freie Fettsäuren aktiviert werden 
[15,16] und so ein Rolle bei der Apoptose von Beta-Zellen spielen. 
  2. Das Promotionsprojekt  
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2. Das Promotionsprojekt  
2.1 Hintergrund und Fragestellung 
Wie bereits in der Einleitung erwähnt, besteht ein enger Zusammenhang zwischen Adipositas 
und der Entstehung von T2DM. Aus diesem Grund war es das Ziel der Arbeit, die Wirkungen 
der Adipozytokine Leptin, Adiponektin, Nampt und Vaspin auf die Beta-Zell-Biologie zu 
untersuchen. 
Zu Leptin und Adiponektin gibt es bereits zahlreiche Publikationen mit teils kontroversen 
Ergebnissen. Es wurde gezeigt, dass Leptin Apoptose in humanen Beta-Zellen und in INS 
882/13 Zellen induziert [15] und Adiponektin antidiabetische Effekte hat. Im Gegensatz dazu 
wurde gezeigt, dass Leptin allein nicht in Lage war Apoptose zu induzieren [16,17], jedoch 
sowohl Leptin, als auch Adiponektin eine Palmitinsäure- und Zytokin- induzierte Apoptose 
und DNA Fragmentierung verringern [16]. Diese Ergebnisse galt es zu bestätigen oder zu 
wiederlegen. Nampt und Vaspin sind relativ neu entdeckte Adipozytokine, deren Wirkungen 
auf Zellen sowie die den Wirkungen zugrunde liegenden Mechanismen noch kontrovers 
diskutiert werden. Daher war es das Ziel, die Wirkung von Nampt und Vaspin auf die Beta-
Zellfunktion  zu untersuchen. Weiterhin sollte festgestellt werden, ob die ausgewählten 
Adipozytokine die Induktion von Apoptose und die Aktivierung apoptotischer Signalwege 
durch Zytokine (Interferon-γ, Interleukin-1β) und Palmitinsäure beeinflussen können und 
möglicherweise protektiv wirken. 
In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Mädler (Centrum für Biomolekulare 
Interaktionen, Universität Bremen) wurden die Wirkung von Nampt und NMN auf die 
Apoptose und die GSIS von humanen pankreatischen Inseln untersucht. 
2.2 Methoden 
Als Zellmodell diente die Ratteninsulinom Beta-Zelllinie INS-1E, welche freundlicherweise 
von Prof. Claes Wollheim aus Genf zu Verfügung gestellt wurde [66]. Die Zelllinie 
repräsentiert einen hoch differenzierten Klon von INS-1 Zellen und es wurden Versuche mit 
Zellen von Passage 70 – 95 durchgeführt.   
Um die Funktionsfähigkeit der INS-1E Zellen zu testen, wurde die Glucose-abhängige 
Insulinsekretion (GSIS) mit einem Ratten-Insulin-ELISA (DRG Instruments, Marburg, 
Deutschland) gemessen, nachdem die Zellen 1h lang mit verschiedenen 
Glukosekonzentrationen (0-20mM) gelöst in Krebs-Ringer Puffer stimuliert wurden. 
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Um zu überprüfen, ob in INS-1E Zellen die Rezeptoren für Leptin und Adiponektin 
exprimiert werden, wurde RNA extrahiert, mittels Reverser Transkriptase in cDNA 
umgeschrieben und anschließend eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit spezifischen 
Primern für AdipoR1, AdipoR2 und LeptinR (Ob-R) durchgeführt (Primerliste siehe Anhang 
Tabelle 1). Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen. 
Für die Analyse der Wirkungen von Zytokinen und Adipozytokinen auf die Zellviabiliät, 
wurden Zellen für 48h mit Zytokinen und Adipozytokinen in aufsteigenden Konzentrationen 
stimuliert (IL-1β , INF-γ, TNFα jeweils 0,1- 100ng/ml, Leptin 1-500ng/ml, Adiponektin 1,67 
– 835ng/ml, NAMPT 1-25ng/ml und Vaspin 0,1-100ng/ml) und die Viabilität mit dem WST-
1 Assay (Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland) gemessen. Außerdem wurden die 
Zellen mit einer Kombination aus Zytokinen und Adipozytokinen sowie aus Palmitinsäure 
(0,25mM) und Adipozytokinen stimuliert, um eine mögliche protektive Wirkung zeigen zu 
können.  
Um eine mögliche zytotoxische Wirkung zu messen, wurden Zellen mit Zytokinen und 
Adipozytokinen (IL-1β, INF-γ je 10ng/ml, Leptin 200ng/ml, Adiponektin 167ng/ml, NAMPT 
2,5ng/ml und Vaspin 1ng/ml) für 48 h stimuliert. Das aus permeablen und damit toten Zellen 
freigesetzte zytosolische Enzym Adenylatkinase wurde mittels ToxiLight®BioAssay (Lonza, 
Basel, Schweiz) gemessen.  
Die Anzahl apoptotischer Zellen wurde mittels eines Annexin V/Propidiumiodid (PI) Assay 
(BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) via Durchflusszytometrie ermittelt. Die Zellen 
wurden dafür mit Zytokinen, Palmitinsäure, Adipozytokinen und Kombinationen für 48h 
stimuliert. Für eine Probe wurden 10.000 Zellen gezählt. Als apoptotische Zellen wurden die 
Annexin-positiven und Annexin-positiven/PI-positiven Zellen gewertet. 
Um apoptotische Signalwege zu untersuchen, wurden die Zellen wie oben beschrieben mit 
Adipozytokinen für 48h stimuliert und Proteine mittels spezifischer Antikörper via 
Westernblot detektiert, um eine mögliche Aktivierung von p53, NF-kB und Caspase-3 durch 
die Adipozytokine nachzuweisen. Eine Kombination aus 85µM Etoposid und 2µM 
Campthotecin diente als Positivkontrolle für die Induktion von Apoptose. 
Unterschiede wurden mittels GraphPad Prism Software 5 mit dem Student’s t-Test oder 
ANOVA-Test auf Signifikanz überprüft. Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt.  
2. Das Promotionsprojekt 
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2.3 Ergebnisse 
Zu Beginn der Arbeit wurde getestet, ob INS-1E Zellen sich als Zellmodell für die 
durchzuführenden Experimente eigneten. Zunächst galt es die Expression der Rezeptoren für 
Leptin und Adiponektin nachzuwiesen. Dafür wurde eine RT-PCR durchgeführt und die 
PCR-Produkte wurden als spezifische Banden für AdipoR1 bei 121 Basenpaaren (bp), für 
AdipoR2 bei 282bp und für LeptinR bei 184bp (Supplemental Materials Figure S1) 
nachgewiesen. Als Positivkontrolle diente hierbei cDNA aus viszeralem Fettgewebe der 
Ratte.  
Eine spezielle Funktion von Beta-Zellen ist die GSIS, die bei INS-1E Zellen mittels ELISA 
nachgewiesen wurde (Anhang Abb. 1). Dabei zeigte sich eine signifikante Erhöhung der 
Insulinmenge im Zellkulturüberstand von INS-1E Zellen, die mit 20 mM Glukose stimuliert 
wurden, gegenüber dem Basalwert (p***<0,001).  
Bei einer Inkubation mit Zytokinen verringerte sich die Zellviabilität der INS-1E Zellen 
signifikant. Bei einer  Konzentration von je 10 ng/ml verringerte IL-1β die Zellviabilität der 
INS-1E Zellen um  91,4 ± 1,7 %, TNFα um 45,6 ± 6,3 % und INF-γ um 26,3 ± 2,0 %. Auch 
Palmitinsäure verringerte die Zellviabilität der INS-1E Zellen signifikant, wobei Ölsäure diese 
Abnahme wieder rückgängig machen konnte (Supplemental Materials Figure S 2A,B).  Im 
Gegensatz dazu zeigten die getesteten Adipozytokine keinen Einfluss auf die Zellviabilität der 
INS-1E Zellen (Publikation Figure 1A,B).  
Die Kombination von IL-1β und IFN-γ (jeweils 10ng/ml) erzeugte deutliche zytotoxische 
(60,9 ± 10,5 %) und apoptotische (63,0 ± 9,0 %) Effekte. Auch Palmitinsäure zeigte eine 
signifikante Erhöhung der Zytotoxizität, welche wiederum in Kombination mit Ölsäure 
aufgehoben wurde (Supplemental Materials Figure S 2C). Im Unterschied zu diesen 
Ergebnissen hatten die Adipozytokine keinen zytotoxischen oder apoptotischen Einfluss auf 
die Beta-Zellen (Publikation Figure 1C,D; Supplemental Materials Figure S 3). 
Zusätzlich zeigten Adipozytokine weder einen protektiven, noch einen verstärkenden Effekt 
der Zytokin- oder Palmitinsäure-induzierten Apoptose (Publikation Figure 1E,F). 
Im Einklang mit diesen Ergebnissen steht die fehlende Aktivierung von apoptotischen 
Signalwegen durch die getesteten Adipozytokine. Im Gegensatz dazu bewirkte sowohl die 
Zytokinkombination (IL-1β+IFN-γ), als auch die Kombination der Topoisomerase I-
Inhibitoren Camptothecin und Etoposid eine Spaltung und damit Aktivierung der Caspase-3, 
die Phosphorylierung von NF-kB p65 (Ser536) und die Phosphorylierung von p53 (Ser15) 
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(Publikation Figure 1 G), was auf eine intakte Apoptose-Signalkaskade in den INS-1E 
Zellen hinweist. Eine Stimulation mit Palmitinsäure führte zu einer Aktivierung von          
Caspase-3, welche in Kombination mit Ölsäure verringert wurde Supplemental Materials 
Figure S 2D). Daten von Vaspin werden nicht gezeigt, ähneln aber denen von Leptin, 
Adiponektin und Nampt und zeigten damit ebenfalls keine Effekte auf das Überleben der 
Beta-Zellen. 
Unsere Kooperationsarbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Mädler (Universität Bremen) 
untersuchte die Wirkungen von Nampt und NMN auf die Apoptose und auf die GSIS von 
humanen pankreatischen Inseln. Dabei fanden sich keine direkten Effekte von Nampt und 
NMN auf das Überleben der humanen Inseln unter Kontroll- oder diabetischen Bedingungen 
(Publikation Figure 2).  
Nampt und NMN zeigten keinen direkten Effekt auf die basale Insulinsekretion der humanen 
Inseln. Interessanterweise zeigte sich sowohl durch Nampt, als auch durch sein enzymatisches 
Produkt NMN eine verstärkte GSIS bei hohen Glukose Konzentrationen in humanen Inseln 
(Publikation Figure 3).  
In humanen Inseln zeigte sich ein Anstieg des NAD Spiegels nach kurzer Inkubation mit 
NMN und Nampt (Publikation Figure 4A). In INS-1E Zellen zeigte sich nach 48h eine 
Abnahme des intrazellulären NAD Spiegels durch den spezifischen Nampt Inhibitor FK866 
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4.  Supplemental Materials 
Figure S1 
 
Figure S1: Expression of  the  adiponectin  receptors (AdipoR1, AdipoR2) and the leptin receptor.  Demonstra- 
tion of mRNA expression of the adiponectin receptors (AdipoR1, AdipoR2) and the leptin receptor (LepR/Ob-R) in 




Figure S2:  Oleate  protects  from  palmitate  induced apoptosis in INS-1E cells. INS-1E cells were exposed to 
palmitate and oleate at increasing concentrations alone (A) or in combination for 72 h (B) or 24 h (C). Viability was 
measured by WST-1 analysis (A,B) and cytotoxicity was analyzed by measuring the release of adenylate kinase in the 
supernatant (C). Data show the mean 6 SEM of quadruplicates of three independent experiments. *p,0.05 to 
untreated control, **p,0.05 to palmitate treated cells. (D) Western blot analysis was performed for control cells, 0.5 mM 
palmitate (pal) treated cells, 0.5 mM oleate (ol) treated cells and for the combination (pal+ol) for full length and 
cleaved caspase-3. GAPDH was used as loading control. All panels show one typical blot out of three independent 
experiments. 




Figure   S3:   Cytokines   increased   apoptosis   in    INS-1E cells. INS-1E cells were exposed to the cytokine 
combination (10+10 ng/ml IL/IF) and the adipocytokines (200 ng/ml leptin, 167 ng/ml adiponectin and 2.5 ng/ml 
Nampt) for 48 h. Apop- tosis in INS-1E cells was assessed by FITC Annexin V (An) and propidium iodide (PI) staining 
and flow cytometric analysis. For each sample, 10,000 cells were counted. An-positive and double- stained An/PI positive 




Figure S4: Nampt is expressed in human islets and the beta-cell line INS-1E. (A) Nampt mRNA was analysed in 
human islets and INS-1E cells by PCR. Human Nampt was amplified using the primers: forward 
ATGAATCCTGCGGCA- GAAGC and reverse CTAATGATGTGCTGCTTCCAGT [40]. To detect Nampt mRNA in 
rats forward primer CCACC- GACTCGTACAAGGTT and reverse primer ACTTCTTTGGCCTCCTGGAT were 
used. (B) Nampt protein was detected in lysates [10 mg protein] by using a monoclonal antibody (1:5000) in 5% non-
fat dry milk (OMNI379, Axxora, Lo¨rrach, Germany) in human islets and INS-1E cells. For normalisation GAPDH was 
used. (C) ATP level were measured according to manufacturer’s instructions (CellTiter-GloH Lumi- nescent Cell 
Viability Assay, Promega, Madison, WI, USA) after 2, 48 and 72 h with NMN [100 mM], Nampt [2,5 ng/ml] or FK866 
[10 nM], a specific Nampt inhibitor. 
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5.1 Zelllinie INS-1E – ein valides Zellsystem  
Die genauen Mechanismen bei der Entstehung des Diabetes mellitus in Zusammenhang mit 
Adipositas sind bisher nicht vollständig geklärt. Es wird unter anderem angenommen, dass 
Adipozytokine aus dem Fettgewebe und frei zirkulierende Fettsäuren an einer Fehlregulation 
der Funktion pankreatischer Βeta-Zellen beteiligt sind. Aufgrund kontroverser veröffentlichter 
Ergebnisse bezüglich der Effekte von Leptin, Adiponektin, Nampt und Vaspin auf die Beta-
Zelle [15,16,67], war es das Ziel der Dissertation, die Effekte der Adipozytokine auf die Beta-
Zellviabilität, -zytotoxizität und -apoptose zu untersuchen. Am Anfang der Arbeit galt es zu 
zeigen, dass die INS-1E Zelllinie ein valides Beta-Zellmodell ist. Dazu wurde die 
Insulinsekretion gemessen und es zeigte sich eine signifikante Erhöhung der Insulinsekretion 
bei einer Stimulation mit 20mM Glukose gegenüber dem Basalwert. Auch die Expression der 
Rezeptoren für Adiponektin (AdipoR1, AdipoR2) und für Leptin (Ob-R) an INS-1E Zellen 
konnte gezeigt werden. Palmitinsäure, als gesättigte freie Fettsäure, induzierte Apoptose in 
INS-1E Zellen, was mit Resultaten aus der Literatur übereinstimmt [53,55]. Diese induzierte 
Apoptose und Zytotoxizität durch Palmitinsäure konnte durch Ölsäure aufgehoben werden, 
was ebenfalls mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen übereinstimmt [56]. Weiterhin wurde 
gezeigt, dass INS-1E Zellen nach Stimulation mit Zytokinen in Apoptose gehen, eine erhöhte 
Zytotoxizität gemessen werden konnte und eine erniedrigte Zellviabilität detektierbar war. 
Diese Daten finden sich auch in anderen Ergebnissen aus der Literatur [68-70]. Zusätzlich 
konnte in der vorliegenden Dissertation gezeigt werden, dass IL-1β und INF-γ in 
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Kombination apoptotische Signalwege wie p53 und NF-κB aktivieren, was ebenfalls mit 
früheren Publikationen übereinstimmt [3,63]. Somit konnte gezeigt werden, dass es sich bei 
INS-1E Zellen um ein valides Beta-Zellmodell handelt und dass diese Zellen für die Analyse 
von apoptotischen und zytotoxischen Effekten geeignet sind.  
5.2 Leptin, Adiponektin und Vaspin 
In früheren Studien wurde über unterschiedliche Effekte von Leptin und Adiponektin auf das 
Beta-Zellüberleben berichtet. Mädler et. al zeigten, dass Leptin und hohe Glukosespiegel 
durch eine Erhöhung der IL-1β Sezernierung aus pankreatischen Inseln Apoptose in humanen 
und Ratten-Beta-Zellen induzierten [15]. Rakatzi et. al wiederum zeigten, dass Leptin allein 
keine Apoptose induziert, sowohl Leptin, als auch Adiponektin (die globuläre Form gAcrp30) 
aber in der Lage sind, Palmitinsäure- und Zytokin- induzierte Apoptose in hohem Maße zu 
inhibieren [16]. Eine andere Arbeitsgruppe zeigte, dass Leptin möglicherweise ein positiver 
Regulator von Beta-Zellmasse ist und Adiponektin die Proliferation von klonalen Beta-Zellen 
steigern konnte, ohne die Apoptoseinduktion in diesen Zellen zu beeinflussen [17]. Staiger et 
al. fanden wiederum keine Effekte von Adiponektin auf das Beta-Zellüberleben oder die 
Insulinsekretion in humanen Inseln [25]. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass 
weder Leptin, noch Adiponektin, Effekte auf INS-1E Beta-Zellviabilität, -zytotoxizität oder    
-apoptose hatte. Auch eine protektive Wirkung auf Palmitinsäure - und/oder Zytokin-
induzierte Apoptose konnte nicht nachgewiesen werden. Es wurde auch eine mögliche 
Aktivierung von apoptotischen Signalwegen durch Leptin und Adiponektin untersucht. In 
anderen Zellmodellen werden diese Signalwege durch Zytokine [3,63,65] und möglicherweise 
durch Adipozytokine aktiviert [16]. Es konnte keine Phosphorylierung und damit Aktivierung 
von p53 und NF-κB oder Spaltung von Caspase-3 durch Leptin oder Adiponektin gezeigt 
werden. Die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen für Leptin (200 ng/ml) stimmen 
mit denen aus anderen Publikationen überein [15,16]. Die verwendeten Konzentrationen sind 
physiologisch bzw. wurden vor allem im Serum adipöser Patienten gemessen [71,72]. 
Adiponektin Konzentrationen schwanken in diversen Publikationen von 1 – 5000ng/ml 
[73,74], analog zu Leptin finden sich auch die in dieser Arbeit verwendeten 
Adiponektinkonzentrationen (167ng/ml) in anderen Publikationen [16]. Zusätzlich wurden die 
Effekte von Vaspin auf die INS-1E Zellbiologie untersucht, diese Ergebnisse wurden jedoch 
nicht mit veröffentlicht. Auch hier zeigten sich keine Effekte auf jene Beta-Zellbiologie, es 
konnte kein protektiver oder apoptotischer Effekt detektiert werden. Auch kam es durch 
Stimulation mit Vaspin zu keiner Aktivierung der getesteten apoptotischen Signalwege. Trotz 
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alledem wird in der Literatur ein möglicher Effekt von Vaspin bei der Entstehung eins T2DM 
bei Erwachsenen oder Kindern gesehen [39,45,48,75]. Es wurde gezeigt, dass eine erhöhte 
Vaspin mRNA Expression in menschlichen Fettgewebe mit Adipositas, Insulin Resistenz und 
T2DM einhergeht [49] und das erhöhte Vaspin Serum Konzentrationen beim Menschen 
assoziiert sind mit Adipositas und einer reduzierten Insulin Sensitivität [45]. Auf der anderen 
Seite wurden keine Unterschiede von Vaspin Serumspiegeln zwischen Menschen mit 
normaler Glukose Toleranz und Patienten mit T2DM gefunden [45]. Eine andere 
Arbeitsgruppe zeigte jedoch, dass adipöse Mädchen niedrigere Vaspin Serum Levels hatten 
als die Kontrollgruppe [48]. Interessanterweise konnte eine weitere Arbeitsgruppe einen 
protektiven Effekt von Vaspin gegen eine durch FFA induzierte Apoptose, mittels 
Hochregulierung des PI3-Kinase/Akt Signalweges, in vaskulären Zellen zeigen [76].  
5.3 Nampt und NMN 
Das relativ neu entdeckte Adipozytokin Nampt wirkt als Enzym und spielt möglicherweise 
eine entscheidende Rolle in der Regulation von GSIS von pankreatischen Beta-Zellen. Es 
zeigte sich eine erhöhte Expression von Nampt  bei verschiedenen akuten und chronisch 
entzündlichen Erkrankungen wie Sepsis [77], rheumatoider Arthritis [78] oder 
Myokardinfarkt [79]. Unsere und andere Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass die Nampt 
vermittelte NAD Biosynthese die Beta-Zellfunktion und die Regulation der Glukose 
Homöostase beeinflusst [28,75]. Nampt Serumspiegel waren erhöht in nichtadipösen und 
adipösen Patienten mit T2DM im Gegensatz zu Kontrollgruppen [39]. Außerdem wurden 
erhöhte Nampt Serumspiegel in adipösen Kindern im Vergleich zu normalgewichtigen 
Kindern gefunden [38]. Ferner wurde gezeigt, dass Nampt anti-apoptotische Effekte hat 
[34,80]. Ebenfalls schützt Nampt vor Palmitinsäure induzierter Apoptose durch Beeinflussung 
von ERK1/2 und PI3K/Akt vermittelten apoptotischen Wegen in pankreatischen MIN 6 Beta-
Zellen [33] sowie vor Apoptose in Hepatozyten [80]. NMN schützt vor Zytokin induzierter 
Apoptose in Maus Inselzellen [67] und zeigte einen verstärkenden Effekt auf die GSIS sowohl 
in vitro, als auch in vivo [28]. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass Nampt keinen 
Einfluss auf die Viabilität, Zytoxizität oder Apoptose von INS-1E Zellen hatte und kein 
protektiver Effekt bezüglich Palmitinsäure- oder Zytokin induzierter Apoptose entdeckt 
werden konnte. Ebenfalls zeigte Nampt keine Aktivierung der apoptotischen Signalwege in 
INS-1E Zellen. Zugleich ergaben sich keine direkten Effekte von Nampt oder NMN auf das 
Überleben der Beta-Zellen in humanen Inseln. In der vorliegenden Publikation konnte jedoch 
gezeigt werden, dass Nampt und NMN zwar nicht die basale Insulin Sekretion von Beta-
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Zellen erhöhen konnten, aber die Effekte der GSIS in humanen Inseln durch Nampt und NMN 
verstärkt wurden. Diese Effekte sind denen von Glucagon-like-peptide-1 (GLP-1) sehr 
ähnlich, wobei GLP-1 zusätzlich noch schützende Effekte auf das Überleben der Beta-Zelle 
hat [81]. Die positiven Auswirkungen auf die GSIS sind vermutlich durch die Beteiligung von 
Nampt an der NAD Biosynthese bedingt. Danach ergaben unsere Daten, dass NMN und 
Nampt die NAD Spiegel in humanen Inseln erhöhten. Zusätzlich kann NMN intrazelluläres 
NAD nach Abbau durch FK866 wieder rückgängig machen. Als Enzym der NAD 
Biosynthese reguliert Nampt die Aktivität der NAD-verbrauchenden Enzyme, der Sirtuine, 
die an der zellulären Homöostase, dem Glukosestoffwechsel und Stress-Reaktionen beteiligt 
sind [82]. Bordone et al zeigte, dass Sirtuine die Insulin Sekretion, durch Erhöhung von ATP 
Spiegeln, verstärken können [83]. Unsere Daten zeigen keine Erhöhung der ATP Spiegel 
durch Nampt und NMN. Die Nampt Serum Spiegel in der Literatur reichen von 2,22ng/ml in 
gesunden Erwachsenen bis zu 2,75ng/ml bei Patienten mit T2DM [84], so dass eine 
Konzentration von 2,5ng/ml für Nampt in den vorliegenden Experimenten verwendet wurde. 
Um herauszufinden, ob die nachgewiesenen Wirkungen von NAMPT abhängig sind von 
seiner enzymatischen Aktivität, testeten wir das Enzymprodukt von Nampt, NMN. Für NMN 
wurden bisher keine physiologischen Serum Konzentrationen publiziert. Es wurden jedoch 
Plasma Konzentrationen bei der Maus von 80-90µM gemessen [28], so dass in den 
vorliegenden Experimenten eine Konzentration von 100µM verwendet wurde.  
Die vorliegende Arbeit positioniert sich in einem Feld bereits veröffentlichter Daten.  
Diskrepanzen in den Ergebnissen zwischen den verschieden Arbeitsgruppen liegen v.a. in 
Differenzen zwischen den verschiedenen Zelllinien (MIN 6 und INS-1E Zellen, humane Beta-
Zellen), verschiedenen Zellpassagen oder der unterschiedlichen Planung und Durchführung 
von Experimenten. 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation, dass Zytokine und 
Palmitinsäure die INS-1E Beta-Zellbiologie beeinflussen, indem sie Viabilität senken und 
Apoptose und Zytotoxizität erhöhen. Im Gegensatz dazu zeigten die getesteten Adipozytokine 
weder einen schützenden, noch einen apoptotischen Effekt auf INS-1E Beta-Zellen unter      
den in dieser Arbeit verwendeten experimentellen Bedingungen. Unsere 
Kooperationsarbeitsgruppe aus Bremen zeigte einen verstärkenden Effekt durch Nampt und 
NMN auf die GSIS in humanen Inseln, was somit einen möglichen Einfluss auf das 
Überleben der Beta-Zelle hat. 
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Adipo R1 5’-ACATCTGGACACATTTGCTTGG-3’ 5’-AAGAACATCCCGAAGACCACC-3’ 
Adipo R2 5’-GGGGTGCACCAGGACTCCAGA-3’ 5’-CATCGACCTTCCCACACCTTAC-3’ 
Leptin R 5’-TGCCTCTGCCCCCACTGAAA-3’ 5’-ACAAGCATGGGCTGCAGTGACA-3’ 




Abb. 1: Insulinsekretion der INS-1E Beta-Zellen. Insulinsekretion gemessen nach Stimulation mit Glukose in 
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